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摘 要 


AKT ATH Ra (Naja naje aire) 毒 RNase (fi RNase 
Zo 的 分 离 提 纯 和 性 质 的 研究 。 经 亲 和 层 析 去 胆 碱 醋 酶 的 蛇毒 溶液 通过 SP- 
Sephadex C-25 柱 野 析 和 Sephadex G-75% Rite, 可 得 到 一 种 高 纯度 的 RNase 
Z. 制剂 , 其 比 活 提 高 了 67 倍 ,总 活力 回收 为 21 中 。 上 Nase 2 最 透 pH 为 11 左 顾 ， 
Mg?t5 Kt EMER, Catt, Zn?*, Cutt, Mn?* REDTARAMAA, Ft 
基 乙 醇 则 对 其 无 作用 。RNase Z。 能 迅速 降解 CPY dsRNA, BH tRNA, poly 

(A), poly(C), poly(), poly (U) Rpoly(). 。poly(C)， 但 不 能 降解 DNA。 
RNase Z. 降 解 醇 母 IRNA 的 主要 产物 为 4 一 8 RR, 降解 [5 一 **PJ*pCpUpC 
pGPUpCpCpA 后 所 燃 到 的 标记 产物 为 [5'-**P] *pCpU, Hh, RNase Z, 为 
一 种 能 作用 于 ssRNA fa dsRNA 并 产生 具 引 -磷酸 单 酯 结构 的 赛 核 童 酸 的 内 切 
AS ER o 


近 些 年 来 ， 有 关 蛇 毒 活性 组 分 的 研究 已 经 成 为 分 子 生 物 学 中 的 一 个 活跃 领域 。 其 中 
降解 核酸 的 酶 类 的 研究 也 吸引 着 人 们 的 注意 。 早 已 广 为 应 用 于 核酸 研究 的 蛇毒 页 酸 二 酯 
酶 (VDasey 固 已 成 为 贵重 试剂 风行 五 大 洲 ， 而 蛇毒 核糖 核酸 酶 《RNase) 的 研究 和 应 用 也 
已 崭露头角 。1960 年 代 ，Bacazeigo 小 组 [1] 和 McLenen 小 组 21 分 别 开 始 了 对 中 亚 眼 
sie (Naja oxiana) AUEKE (Russell's viper) 毒 RNase 的 研究 。 现 在 知道 ， 上 述 两 
类 蛇毒 RNase 在 对 RNA 的 作用 方式 上 很 不 相同 。 前 者 作用 产物 为 具 5 - PRAMS 
核 萌 柄 ， 后 者 则 与 RNase A 性 质 相近 ， 产 物 为 具 3 - 磷酸 单 酯 结构 的 讲 核 背 酸 。 后 来 ， 


# 本 文采 用 以 于 简写 ，RNA ,核糖 核酸 ; DNA, RMR: RNase, WH RAE: DNase, I E 
W; RNase ZI.， 浙 江 产 中 化 艰 镜 兹 考核 畏 核 酸 谍 ;VDase， 几 村 芒 酸 二 醒 酝 1 ssRNA, $A RNA, dsRNA, me 
RNA; poly(D, RMR: poly(A, ZAREE poly(C, FREER poly(U), ERRER tRNA， 转 
@RNA;, CPV, KESMARR, 
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Bacaanego 等 继续 发 展 了 他 们 的 工作 。 他 们 制 得 了 高 纯度 的 Waya oxiana 蛇 性 RNaser 3], 
并 把 该 酶 制剂 用 于 市 备 不 同 链 长 的 具 5 -磷酸 单 酯 结构 的 客 核 苷 酸 以 ,5 。 PART, BRE 
成 功 地 应 用 于 大 分 子 RNA 一 级 结构 的 测定 06, 77 。1976 年 ， 中 国 科学 院 昆 明 动 物 所 四 室 
报导 中 华 眼 镜 蛇 (Naja naja atra) MPAA RNase 活力 (38]。 本 文 报道 我 们 关于 浙江 
产 中 华 眼 镜 蛇 (JNaio naja aira) 毒 RNase 《简称 RNase Z.) 的 分 离 提 绩 及 性 质 的 研 
Z. RAMEN, 高 纯度 的 RNase Z. 对 RNA 的 作用 显然 有 别 于 Russell's viperteRRNaseiy 
Naja oxianatii RNase 近似 。RNase Z. 是 一 种 既 能 降解 ssSRNA 又 能 降解 dsRNA 
的 核糖 核酸 内 切 酶 ， 尤 其 是 能 使 CPY 的 dsRNA 迅速 降解 ， 因 而 有 可 能 作为 RNA 结构 
与 功能 研究 中 的 又 一 种 新 的 工具 栈 。 


材料 与 方法 


L. HER WH 

REAM, ARGALBPKAA A HHL PERRIER, kA AA 
酶 后 的 流出 液 (93， 其 蛋白 浓度 为 3,7 毫 克 / 毫 升 ，RNase 活力 为 176 单 位 /毫克 蛋白 。 

酵母 tRNA，RNase A 鱼 精 DNA 均 为 中 科 院 上 海 生 化 研究 所 东风 厂 产 品 。RNase 
Ti 为 中 科 院 生物 物理 研究 所 产品 。SP-Sephadex C-25 与 Sephadcx G-75 为 Pharmacia 产 
品 。 

CpUpCpGp, UpCpCp, CpUpCpGpUpCpCpA (5’-*P) *pCpUpCpGpUpCpCpA 
均 按 上 海 生 化 研究 所 方法 制备 Cl0, 1 ， 并 略 加 修改 。 

BEB, ARB HALE, 


1 。RNase 活力 测定 
依 Takahashi 法 ， 见 玫 。 一 I. 民 asai 等 报道 012)。 


F. RNase Z. W SP-Sephadex C-25 柱 层 析 分 离 


SP-Sephadex C-25 用 菠 愧 水 浸泡 过 夜 ，0.0547 磷 酸 缓冲 液 平衡 装 柱 (2x 40K), 
550 带 升 去 胆 碱 酯 酶 眼镜 蛇毒 溶液 上 柱 ， 流 速 为 250 毫升 | 小 时 ， 上 柱 毕 再 用 上述 平 衡 液 
洗 脱 150 鞋 升 ， 然 后 以 平衡 液 配 成 的 NAacl 梯 度 洗 脱 ， 梯 度 为 0 一 137，2501250 毫 升 直线 
梯度 ， 流 速 20 迹 升 ! 小 时 。 合 并 及 Nase 活力 峰 , ACCK MAAK, MAT RAB~ 7 
毫升 为 粗 产 品 。 


V. RNase Z。 粗 产品 的 Sepliadex G-75 福 纯 化 


Sephadex G-75 AKAN IEE {1.5 x 90 厘 米 ) H 0.05M 醋酸 一 醋酸 钠 组 
冲 液 (nH5.6) 平衡 ， 将 上 述 7 次 升 粗 产 部 全 部 上 柱 ， 用 上 述 缓冲 液 尘 脱 ， 流 速 为 20 获 
升 ! 小时， 和 丝 管 15 分 名 分 部 收集 。 和 仔细 合并 Roose 活力 峰 ，4 FIEKE SIA T 
浓缩 ， 流 干 保存 。 
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YV. RNase Z. 制剂 的 贺 盘 电泳 分 析 


用 低 pH10% 凝 胶 圆 区 电泳 ， 既 显 色 得 蛋白 质 带 ， 热 后 用 生化 研究 所 制造 色谱 扫描 
仪 600nm 波 长 反射 扫描 。 


W. RNase Z, 最 适 p 昌 测定 
缓冲 液 配制 均 以 pH 计 测定 其 pH 值 ， 在 不 同 pH 下 测 RNase 2Z, 对 酵母 tRNA 的 作用 。 


至， 抑制 剂 与 激活 剂 
在 测 活 反 应 系统 中 加 入 各 种 金属 离子 ，EDTA 和 殊 基 乙醇 等 ， 不 同时 间 取 样 测 其 水 
解 速度 。 


W. RNase Z. 对 大 分 子 核酸 的 作用 
1 毫升 反应 液 中 包含 1 毫克 小 牛 胸腺 DNA， 其 他 反应 中 及 NA 均 为 3 毫克 ， 别 的 条 
忻 均 同 酶 活力 测定 部 分 。 


K. Sfp RNase 降解 tRNA 的 产物 的 比较 


Nase 隆 解 tRNA 的 反应 条 竺 1 部 升 反应 液 中 含 酵母 RNAS Mi, 0.025M 
(pH10.5) 500 微 升 及 适量 的 RNase (RNase A500 SE, RNase Ti 为 500 
单位 ,RNase Z ,为 700 单 位 )， 在 RNase Z, 反应 管 中 尚 有 MeCl,20~100M IED F, 37°C 
保温 15 一 20 小 时 。 

降解 产物 的 比较 ”用 ?7 M 尿 素 柱 层 析 法 。DEAE- 纤 维 素 柱 《0.5x 18E) ， 先 用 
7 MRR PR, LRA ROO BALE, REAS7 MRRMO~0.4M NaC 
线 梯 度 (150/15028 5+) 洗 脱 ， 至 梯度 洗 脱 体积 为 150~200 RAM, RAS? MRR 
1M NaCl SER. 


Y. RNase Z, 对 CPV dsRNA 的 作用 

500 微 升 反 应 液 中 含 CPY dsRNA 0.15338, 0.0250 MRAM (pH10.5) 50 微 
FJ}, 14 MgCl, 20 微 升 ，RNase Z。140 单 位 ，37?C 保 温 ， 不 同时 间 联 出 80 微 升 反 应 液 
如 入 含有 20 微 升 0.75% 醋 酸 双 氧 铀 高 气 柄 溶液 中 ， 混 匀 ， 室温 放置 20 分 钟 , 3000 夸 /分 元 
心 3 分 钟 ， 取 上 清 液 60 微 升 加 水 1.5 毫 升 ， 测 其 260nm kk Rt. 


Y. RNase Z .对 (5 -sp)*pCpUpCpGpPUpCpCPA 作 用 


30 微 升 反应 液 中 含 2 x 10`2 克 分 子 spCpUpCpGpUpPCpCPA，3x 10 一 克 分 子 Tris- 
HCi 绥 冲 液 (pH7.6)，3x10-' 克 分 子 MzCl,，0.22 单 位 RNasec Z., RUA 5’, 10’, 
分 别 取样 点 同系 层 析 ， 和 追加 0.3 单 位 RNase Z., WERD WaR, K 


ARE, 
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XI]. HRNase Z. ERR CS’ -32p)*pCbUpCpGpUpCpCpA 产 物 的 分 析 

RNase Z, 降解 *pCpUpCpGpUpCpCpAA 的 产物 (X) 经 高 压 纸 电泳 分 离 纯 化 ， 洗 
下 后 作 以 下 分 析 ， 

(1) 双 祖 电泳 有 悍 析 ”第 一 相 ，0,147 甲酸 锐 (pH2,7) 纸 电泳 ,电势 陡 度 为 20 伏 / 原 
米 ，90 分 钟 ， 第 二 相 层 析 ， 溶 剂 为 0.0LM NaPO, 100 毫 升 : (NH,),50, 6052 : ER 
R 2 毫升 ， 走 上 行 层 析 ， 

(2) aAA 第 一 相 溶剂 ， 异 丁 酸 : 0.547 NH,OH 5:3 (V/V); BoB 
A. SPE: 浓 盐 酸 : H,0O=70215:15(V V/V), LAB. 

(3) pH3.5 高 压 统 电泳 [102。 

(4) RNase ARE 5 WI xAm RNase A {10 微克 )，37°C 保 温 40 分 
钟 ， 同 系 层 析 分 析 。 

(5) 矿 站 ose 噬 解 ”10 微 升 X 溶 液 加 2 HI AA Tris-HCl (pH7.6) 《 含 MgCl, 
2 x 10-?7 克 分 子 ) 及 VDase 适量 ，37?C 保 温 ， 不 同时 间 取 样 ， 同 系 层 析 分 析 。 

(6) 高 碳酸 龟 化 和 日 -消去 反应 ”5 微 升 X 溶 液 加 1 ime Nal0,, 室温 放置 
1 小 时 ， 加 0.1 半 环 已 胺 盐酸 1 微 升 ，45°C 保 温 2 小时， 点 同系 层 析 分 析 。 


表 1 RNase Z. 的 分 离 与 纯化 

















1 
Slog ale # ala zal 总 活力 出 活 总 活力 回收 
~ 纯化 倍数 
步 z" >, (3% FD i (CE) 《单位 xX 10-5) AA/AAA) (%) 
E 材 料 | 550 | 2042 3.59 | 176 | 1 | 100 
C-25 粗 制剂 44 97 1.15 1180 Ba? | 32 
全-75 鳅 产物 54 6.7 | 0.76 11750 67 21 











t JRO 2A aK; C-25 iF] AB SP-Sephadex C-25 Aer BT Dh MH; G-753s 
HAREE Sephadex G-75 REMAR, 


实 验 结 R 


] 。RNase 2Z。 的 分 离 纯 化 

AH PRR URE REPRE SP-Scphadex C-25 柱 层 析 分 离 结果 见 图 1 。 经 测定 ， 
上 样 流出 液 与 前 流 份 中 均 无 RNase 活力 。 经 梯度 洗 脱 ， RNase 活力 恰好 在 二 紫外 吸收 
蛋白 高 峰之 间 ， 仔 细 侣 并 该 活力 峰 ， 经 透析 浓缩 至 小 体积 ， 为 粗 产 品 。 

上 述 粗 产品 经 Sephadex G-75 柱 分 离 结果 见 图 2 。 可 见 ， 经 过 这 次 处 理 ， 从 粗 产 
品 中 除去 了 近 90% 的 小 分 子 杂 蛋 白 ， 从 而 使 酶 制剂 纯度 大 为 提高 。 该 产物 经 园 盘 电泳 证 
朋 主 要 为 一 条 带 (图 3) 。 
APH RNase Z. 纯化 测定 数据 列 于 表 1 。 可 见 ， 经 二 次 柱 分 离 后 ， 总 活力 回收 为 
21 史 ， 酶 制 章 的 比 活 达到 11750 单 位 / 堂 克 蛋 白质 ， 比 原始 深 波 提高 67 倍 。 


R2 RNase Z。 对 核酸 大 分 子 的 作用 


| ee poly<C) | seis {RNA | 小 站 胸腔 DNA 


WE poly (D) | polytC) 
天 marx] 天 mle | Rm | Re 





| 
cna sme ea | 1-04 | 2.D4 1.86 | 1.92 | 2.46 


* FBS HBA SMBRBRMSH “EAR” LEHR. 
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工 。 最 适 pH 
apg, RNase Z. 的 最 适 pH 在 11 左 右 (图 4) 。 


L. 激活 与 抑制 
结果 见 图 5 。Meg*+ 和 K+ 为 较 好 的 激活 剂 ，Ca*+、Cu**、Zn?+、Mn?t+ 及 EDTA 均 
抑制 RNase Z. 的 活力 ， 殊 基 乙 醇 则 对 其 无 影响。 


WV. RNase Z. 对 大 分 子 核 酸 的 作用 

结果 列 于 玫 2 、 图 6 至 图 8。 

天 2 及 图 6 表明 ，RNase Z. 不 作用 于 DNA, 专 一 性 地 作用 于 RNA, tRNA 或 
poly (1). poly(Cy 经 “ 济 火 ”处 理 后 较 之 未 经 处 理 的 更 易 为 RMNase 2 .降解 。 图 7 则 清楚 
地 表明 CPV dsRNA 能 迅速 地 被 该 酶 降解 。 

WESTA, RNase Z, 降解 tRNA 的 主要 产物 是 四 至 八 核 巷 酸 ， 而 不 像 RNase A 
或 RNase T， 那 祥 ， 它 们 的 产物 中 有 较 多 的 单 核 蔡 酸 与 二 核 背 酸 。 


y. RNase Z. 对 [5 -2p] spCpUpCpCpUpCpbLpA 的 降解 


为 了 进一步 了 解 Riase Z, 降解 RNA 的 作用 方式 ， 我 们 用 人 工 合成 的 [5 一 p] 
*nCpUpCpGpUpCpCpA 为 底 物 进行 酶 解 ， 结 果 得 到 一 个 主要 的 标记 产物 X (图 9)。 经 
高 压 电 泳 分 离 (图 10A》 并 水 洗 下 来 鉴定 (图 10B)}。 对 产物 XX 进行 了 以 下 几 方 面 分 析 ， 

(1) 经 双 相 电泳 层 析 和 双 相 纸 层 析 表 明 X 不 作用 于 Cp 或 ppC (AID ， 因 而 可 能 不 是 
+pC 或 spCpy (2) RNase 作用 所 得 的 新 的 标记 产物 其 同系 层 析 位 置 与 "PCp 相似 (图 
12A) 5 (3)1D-, 可 以 作用 于 X， 表 明 其 具有 3 端 核 糖 2 和 ,3' - 邻 位 羟基 结构 (图 12A)， 

(4) VDase 部 分 酶 解 后 ，X 所 得 同系 层 析 产物 始终 不 多 于 二 个 层 析 点 ， 表 上 有明， 六 为 二 
核 将 酸 结构 〈 图 12B)。 因 因此， 我 们 认为 区 应 为 [5 ”PJ *pCpU， 即 其 作用 方式 为 ， 

25CaU “pCpGpUpCpCpA 
p RNase Z. 
SpCpU + pCpGpreerare 


WEL, RNase Z. 为 一 种 内 切 核糖 被 酸 酶 ， 其 酶 解 产物 为 具 5' - RS i 
PRAM. 
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图 1 RNase Z. Ay SP-Sephadex C-25 柱 分 离 
Ry 270om MEHR, HAH RNase 活力 测 
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图 2 RNase Z. 粗 产品 的 Sephadex G-75 Eti 


实 线 为 379gnm WKB, ARA RNase 
活力 测定 





图 4 RNase ZZ, 的 pI 基线 
zx — x, BR R—NeOHH mH 0.02) 
4 — 0 , Na,HPO,—NaOH 48 rh (0.025.129 


图 3 RNase Z. HAH BAH 
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图 5 RNase Z, 的 所 市 与 汶 滔 从 用 
EDTARE Y 10mM, HEZEA idm, 
Hayim., 
0,3: 1Mgt 2 ,K+ 3, HAM: 
á ,Cat+; 5 Cutt; 6 Znrt EDTA; 7, Ma*+ 
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图 6 RNase Z。 对 tRNA 的 作用 3 = 
AA, “HR” 处 理 过 的 tRNA 2x 
€ 
: è 
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Ba > S a 0.3 
: LET 
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£ 0.0 0 4p st 120 160 
PEMA BOE I) 
人 图 8 各 种 RNase 对 tRNA 作用 产物 的 7 MRT 
ba eld lj C37) CA, RNase Ze B, RNase A; C, RNase TiD, 
图 7 RNase Z。 对 CPY RNA 的 作用 ERKRR it) 


从 上 述 结果 可 知 , RNase Z. Naja oxiancki RNase. 3] 在 性 质 上 是 相近 做 的 。 
它们 都 以 内 切 酶 作用 方式 降解 SRNA 和 dsRNA， 其 降解 产物 是 具 5 - RRP E H 
RRR, 它们 都 需 Met 为 活化 剂 或 辅酶 ， 其 降解 作用 不 具 碱 基 专 一 性 (我 们 还 证 明 
RNase Z. gf poly(A) 和 poly(U) 有 很 强 的 降解 活力 ) 。 但 是 ， 两 者 间 也 有 一 定 差异 。 
iii, RNase Z， 的 最 适 PH 为 11 左 右 ， 而 Naja oxiana WE RNase Rw pH 则 为 
7.6~7.8 Kin, Cuet#al RNase Z. 的 活力 但 对 Naja oxiana RNase 则 无 影响 。 以 
上 情况 可 能 怡 好 反映 了 这 两 种 RNase 在 进化 上 的 关系 。 

我 们 还 发 现 ，RNase Z, 不 仅 取材 较 方便 ( 1 克 蛇 毒 干粉 可 分 再 出 纯 RNase Z. 数 毫 
克 )， 而 且 易 于 保存 〈 在 0 *C 以 下 可 长 期 保存 )。 因 此 ， 有 既然 Naja oxtana RNase 已 成 
荔 地 用 于 大 肠 杆 菌 16 SRNA 和 23SRNA 一 级 结构 的 测定 58, 7 ， 以 及 制备 不 同 链 长 的 于 
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PAA 中， 那么 RNase Z, 亦 有 可 能 广泛 用 于 分 子 生 物 学 ， 分 子 病 毒 学 等 方面 的 


研究 。 
当然 ， 蛇 毒 中 的 RNase Z, 具有 何 生理 或 毒 理 上 的 作用 ， 在 蛇 伤 防治 与 临床 应 用 上 


有 没有 较 大 的 意义 ， 这 都 有 待 进一步 的 研究 。 
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STUDY ON RIBONUCLEASE FROM SNAKE VENOM OF 
ZHEJIANG COBRA (NAJA NAIA ATRA) 


Zhang Gon-jin 
(Wuban Institute of virology, Academia Sinica) 


Abstract 


The separation, purification and properties of the ribonuclease from snake 
venom of cobra from Zhejiang province (Naja naja atra)are described. Through 
SP-Sephadex C-25 column chromatography and Sephadex G-75 gel filtration, 
ribonuclease, called RNase Z.,is obtained from the de-choline—esterase solution 
of the venom of this cobra by an affinity chromatography, The specific activity 
is raised 67 times and the recovery of the total activity is 21%.The optimum 
pH is about 11. Mg**, K*! are the activators and Catt, Znt?, Cut?, Mn*? and 
EDTA are inhibitors, but the mercaptoethanol is not effect on RNase Z.» 

RNase Z. degrades easily CPV dsRNA, yeast tRNA, poly(A), poly(C), 
poly (1), poly(U) and poly (I) «poly (C), but is not to degrade DNA, The majer 
products formed from the degradation of yeast tRNA by RNase Z. are tetra- 
to octanucleotides. The labelled product (5’-™p) *oCpUpCpGpUpCpCpA degraded 
by RNase Z, is(5’-*p)*pCpU, It is demonstrated that RNase Z, is an endori- 
bonuclease degrading ssRNA and dsRNA to from oligoribonucleotides with 5/ 


-terminal phosphate, 


